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Zusanunenf assung 





Die Erf indung betrif ft einen genetischen Marker am- 5' -Ende 
des ccSl-Kaseingcns (CSN1S1) unddes Kaseingen-Komplexes und 
ein Verfahren zur alters- und laktationsunabhangigeh Typisie- 
rung von Rindern durch Bestimmung des al'lelischen Zustands iii 
diesem Bereich, sowle die Verwendung dieses Verfahrens zur 
rtuswahl von -Organismen roit einem bevorzugten Allel, bei- 
spiclsweise. in der markergesttltzten Selektion. 
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■ Patenfcanmeldung . 

Verfahren zur Bestimmung des ailelisohen Zustandes am 5' -Ende 

des aslHKaseingens. . 



Die Erfindung betrifft. einen genetischen Marker am 5' -Ende 
des txSl-Kaseingens (CSN1S1) und des -Kaseihgen-Komplexes und 
eih Vcrfahrcn zur alters- -und lakbationsijnabhangigen Typisie- 
rung von Rindern durch Bestimmung des ailelischen Zustands in 
diesem Bereich, sowie die Verwendung dieses Verfahrens zur 
^ ', ' Auswahl von Organismen mit einem bevorzugten Allel, bei- 

spielawoise in der markergestttt zten Selektion. 
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Starid der Techhik , 

V _ ; Das Vererbungspotential (im Hinbiick auf den Milchproteinge-. 

• halL und andere zuchterisch . rclevante Merkmale) von Zuchttie- • 
ren wird deceit mittels der ' Zuchtwertschatzuhg anhand von 
b Testpaarungcn und Leistungserfassung der Nachkommen ab- 
geschatzt.. Der Nachteil dieses konventionelien Ve.rfahrens ist - 
offensichtlich, beim Rind vergehe.n zwischen der ersten Besa- 
mung Tnit einem. Testbullen und. d em Einsietzen der Laktation der 
ersten Tochter ca. 3 Jahre, bis zur Erfassung einer komplet- 
10 ten Laktation der Tochter. al so ca. 4 Jahre. Erst danach ~ kann 
der Zuchtwert abgeschatzt werden. Bis dahin. entstehen durch 
die I-Ialtung der Bullen bis zum Vorliegen der ersten geschatz- 
• . ' tor Zuchtwerte und den Testpaarungen Kosten, die iiber diesen 

langen Zeitraum und in der Summe der Tiere • erhcblich sind. 
Far die Erfassung der. Eigenleistung und Ermittlung eines 
Zuchtwertes bei Kuhen gilt dies analog. 

Daher werden seib einigeh Jahren international Anstrengungen ' 
unLernommen, mil Hilfe der Fortschritte in der Genomanalyse 
genetische Marker und direkte Gentests £Ur zuchterisch rele- 
vante Leistungeparamater zu entwickeln. Genomweite Markerana- 
lysen haben dabei mit Hilfe der Kopplungsanalyse die Eingren- 
zung von Chromsomenbereichen, in denen leistungsbestimmende 
Genorte liegen - sogenannte QTL-Regionen '(QTL .= Quantitative 
Trait -Loci) - ermoglicht. Derartige QTL-studien und daraus 
25 resultierende Tests sind unter anderem in der' WO 20000 36143 
und der WO 2001 57250 A2/A3 beschrieben. Weibere Details der 
QTT.-Analyse beim Nutztier und ein Verfahren, mit dem basie- 
rend auf QTL-studi.en auch ursachliche Kandidatcngene isoliert 
werden konnen beschreibt die DE 100.17 675 Al, deren Offenba- 
30 rungsgehalt hior mit einbezogen wird. 

Beim Rind und anderen zur Milchproduktioh geziichteten Spezies 
stellen die Milchmenge, Proteingehalte und Fettgehalte die 
entscheidenden Kriterien dar. Fur diese Merkmale sind ver- 
schiedene QTL, unter anderem auf dem Chromosom BTA • 6 identi- 
35 fiziert worden. Die potentiellen QTL-Regionen far Proteinge- 
halte warden von verschiedencn Arbei tsgruppen relativ ein- 
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heitlich fait dem Bereich. urn Oder zwischen den Mikrosatell'i- 
• tenmarkern BM143 und TGLA37 und damit ruhd 20-30 Centime rgan 
(CM) vom Kaseinlocus entfernt angegeben (Spelman et al. 1996, 
Genetics 144, 1799-1808; Georges et al.1995, Genetics 139, 
5- 907-920; Kuhn et al. 1996, J Anim Breed- Ganat 133, 355-362; 
Zhang et al . 1998, Genetics 149, 1959-1973). Nach Nadesalin- 
gam et al. (2001, Mammalian Genome 12, 27-31) slnd allerdings 
. die Kaseingene aufgrund. lhren Position (40cM entfernt vom 
QTL) alls. Kandidat far die beobachteten QTL-Ef f ekte ebenfalls 
10 ausgeschlossen. 

Bereits seit Mitte der 80er Jahre wurden auch die genetisch 
bedingLen. Milchprobcinvarianten des' Rindes im Hinblick auf 
einen Kinfluss auf Milchmengen- und Milchquall itatsmerkmale 
untersucht. Dies erfoigte teils mittels Srfassung der phSno- 
typisch (in def Milch) unterscheidbaren Proteinvarianteh' (Ng- 
Kwai-Hang et al., 1984, J Dairy $pi 67, 835-840 und Ng-Kwai- 
Hang et al., .1986; J Dairy Sci 69, 22-26,), spaber auch 
mittels molekulargenetischer 'verfahren, die die den Frotein- 
varianten zugrundeliegenden genetischen Mutationen nachwiesen 
(Sabour et al., 1996, J Dairy Sci 79,' 1050-1056). Die bishe- 
rigen Unbersuchungcn zeigen dabei teilweise widerspriichliche 
Effekte der untersuchten Varianten, die sich zwischen Rassen 
und. rcgionalen HerkUnften nicht immer bestatigen lassen 
(zusammengefasst bei Prinzenberg, 1998/ ISBN 3-922306-68-3, 
2b Kap 2;4, S. 14-21). Die Mehrzahl dieser Untersuchungeri kon- 
zentriert sich auf die Varianten des P-Laktoglobulins, des p- 
und.K-Kaseins, da im asl-Kasein nur zwei Proteinvarianten in 
. nennenswerter Ilaufigkeit vorkommen und- insb'esondere in den 
bereits stark selektierten Milchraasen wie Holstein Frlesian 
30 / Deutsche Holstein nahezu ausschliesslich die . Proteinvarian- 
te asl-Kasein B zu finden i st (Ng-Kwai-Hang et al.,1990, J 
Dairy Sci 73, 3414-3420; , Erhardt 'et al., 1993, J Animal Breed 
Genet 36, 145-152; Lien et al;,; 1999, Animal Genetics 30, 85- 
91) . In einer neueren Untersuchung an Milchrindcrn mit unter- 
35 schiedlichem Holstein B/lutanteil (Freyer et al., 1999, j 

Am. 127/Pri 
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Animal Breed Genet 116, 87-97) wurde asl-Kaaein in den Kopp- 
lungeanalysen ebcnfalls • nicht verwendet, da kcine ausreichen- 
dc Variability vorhanden war. 

Zur molekularqenetischen Di'f f erenzierung der txsl-Kasein- 
varianten B und C sind verschicdene Testa beschrieben (David 
& ueutch- 1.992, Animal Genetics 23, 425-429; Schlee & Rottmann 
1992, J. Anim Breed Genet 109, 316-319), Far die seltenen 
Allele A, D und F existieren ebenf alls " cinzelne Gentestver- 
fahren (Prinzenberg 1998, ISBN 3-922306-68-3;. Kap Kap 4.1, s 
61-71), wie auch £iir den Nachweia ©iner quantitativen Varian- 
ts ccsl-Kasein c (Mariani et al 1995, L' Industrie del Laite 
31, 3-13) . Schild & Geldermarm (1996). zeigten mittels Sequen- 
zierung von rund 1000 Basenpaaren (bp) aus dsm 5'-Bereich des 
asl-Kaseingens bci verschiedenen Rinderrassen. . 17 variable 
15 Positlonen im 5' -f ] ankierenden Berelch des CSNlsl Gens", von 
denen 5 aufgrund variabler Erkennungssequenzen fur Rostrikti- 
onsendonukleasen mit Restrikf ragmentlangenpolymorphismen 
(PCR-RFLP) nachweisbar waren. Nach Ehrmann et al . (1997, j 
.Animal Breed Genet 114, 121-132) sind die 5' -f lankierenden 
20 Varianten. jeweils mit bestimmten Proteinallelen gekoppelt, so 
dass von den vorhandehen Proteinvarianten auch a'uf bestimmte 
Varianten im 5' -f lankierenden Bereich geschlossen warden 
Jtann. Einen Gentest zur Unterscheidung von ttsl-Kasein B und C 
bei Deutschen Schwa rzbunten, Fieckvieh und Jersey-Kuhen, 
25 welcher auf einem Fragment aus dem 5' -f lankierenden Bereich 
des asl-Kaseingens basiert, . beschrdeben auch Koczan et al. 
(1993, Animal- Genetics 24, 74). Fur den 3 etztgenannten Test 
wurde die strikte Kopplung. mit den' Proteinvarianten risl- 
Kasein B und C und damit d.1 e Gttltigkeit fiir die Rassen Aber- 
30 deen Angus, Anatolisches Schwarz.vieh, Angler, Asturian Val- 
ley, Ayrshire, British Frisian, Casta. Navarra, Charolais, 
Chianina, Fighting Bull, Hereford, Jersey, -Haremmana, Pezzata 
Rossa, Piemonteser, Scottish Highland, TUrkischs Graues 
SLoppenrind inzwischen jedoch widerlegt (Jann et al., 2001;. 
35 Arch. Tlerz , Dummerstorf 45, 13-21) . ' 

An.l27/Pri 
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Die .Kaseingene sind als eng gekoppelter Genlocus beam ■ Rind 
und b'eim Scha.f auf Chromosom 6, beim Menschen auf Chromosom' 4 
und . be i der Maus auf Chromosom 5 kartierti Auch fur andere 
Tierarten (Kaninchen, Schwein, Ziege) ist die Kopplung der 
■. 5 Kaseingene nachgewiesen. Aufgrund dieser engen Kopplung, ist 
die derzeitige Angabe der Lokalisation des asl-Kaseingens in 
genetischen Karten beim Rind 'an die Lokalisation des k- 
Kaseingens gebunden. rar beide Gene wird .in . der' aktuellen 
Genkarte des Rindes die physische Position BTA6q31-33 und die 
10 genet-Tsche Position 82, 6 -cM (MARC97) bzw. 103,0 cM (IBRP97) 
angegeben. Die Rekombinationsrate zwischen asl-Kasein- und k- 
Kaseingen wird damit als Null angcnommert. 

Die Nutzung einer kactalbuminsequenz ftlr die Auswahl von 
zuchttleren ist in der EP0555435 offenbart. Fur das bovine k- 

15 Kasein existieren ebenfalls zahlreiche GenLests (Denicourt et 
al., 1990, Animal Genetics 21, 215-216; Medrano &. Aguilar- 

. • Cordova, 1990;, Biotechnology 8 , 144-145;. Finder et al. , 1991, 
Animal Genetics 22, 11-20; Schlee & Rotbmann, 1992, J Animal 
Breed. Genet. 109, 153-155; Zadworny & Kuhnlein, 1990, Theor. 

20 Appl . Genet. . 80, 631-634), da diesem Protein Einfliisse auf 
die Verarbeitungseigenschaften und die Kasereiaignung der 
Milch zugeschrieben werden (siehc Lodes et al., 1996, Milch- 
wissenschait 51, 368-373 und 543-548) . 

Aufgrund der milchdrtisenspezif ischen Expression werden die 
25 Promotoren der bovinen Milchproteingene und auch . des asl- 
Kaseingens auch bei der- Erstel. lung von transgenen Tieren und 
zur Expression in Zellkulturen genutzt. Die DE 38 54 555 T2, 
deren Of f enbarungsgehalt hier mi't einbezogen wird, beschreibt 
die Verwendung des asl-Kaseinpromotors" und des Signalpept'ids 
30 zur Produktion von rekombinanten Proteinen in der Milch von 
Saugetieren. Einen Oberblick tiber. die Nutzung von Transgenen. 
Tieren zur Produktion von rekombinanten Proteinen und die 
dazu verwendeten Promotoren gibt auch Rudolph (1999, Trends. 
in Biotechnology (TIBTECH) 17, 367-374). 

Arul27/Pri 
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Rtnen ' direkten Contest far ein Gen aus dem Fettsaurestoff- 
wechsel ( DGATl ) beschreiben Winter e.t el. (2002, PNAS 99 
9300-9305) und schreiben diesem Gen einen Effekt auf den 
Milchfettgehalt zu. 
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Der Naehteii aller Verfahren, die basierend auf einer Milch- 
•. probe die genetischen varianten phanotypisch .(d.h. in Milch- 
proben) dif f erenzi eren, besteht darin, das* nur laktierende 
Kuhe . untersucht werden kflnnen. D.aher besteht der Bedarf 
^aktationsunabhanglg.die Tiere untersuohen zu konnen. Weitor- 
, hin stellen.die im -codierenden Bereich der Milchprobeingene 
nachgewiesenen Polymorphismen nach derzeitigem Stand der 
Technik keine zuverlassigen Marker fUr Milchi eistungsmerkmale 
dar. Die bisherigen QTL-Analysen weisen auf einen ausserhalb 
der. Milchproteingene liegenden QTL hin. 

Fur asl-Kasein 1st dorzeit kein Marker mit ausreJ chender 
Variability vorhanden, so dass sich dieses Gen einer naheren 
Analyse von Effekten auf Milch leistungs- und Inhaltsstof f- 
merkmale weitgehend entzieht. Alle vorhandenen Testverf ahren 
beruhen auf der molekulargenetischen Dif f erenzieruhg- def auch 
phiinotypisch vorhandenen Variation. 

•Die Mikrosatellitenmarker, welehe bei QTL-Analysen eonittelt 
wurden, eignen sich nur bedingt zum Einsatz in der markerge- 
sttttzten Selektion, da die jeweilige Marker-QTL-Kopplung 
zunachst geklart werden muss. Es handelt sich bei diesen 
M^krosatellitenntarkern .jeweils um indi rekte Tests, die je 
naoh Dichte der Koppiung - zum ursachlichen Genort ] eine redu- 
zierte Aussagesicherheib haben. 

Der .Nachteil des Verxahrens der EP .0555435 besteht darin, 
dass a-LacLalbumin hur einen geringen (ca. 2-5%) Anteil .des 
gesamten Milcheiweiss ausmacht. Den groflten Anteil stellen 
die Kaseine (asl-, . aS 2-, P - uh d K-Kasein) m it rund 80% am 
Gesamteiweiss dar. Daher 1st bei Anwendung dieses Selektions- 
markers. nur ein geringer zuchterischer Fortschritt zu erwar- 
ten. 
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Der Gentest f ur DGAT1 von winter ct al'. hat den Nachteil 
dass aus- Sicht der Suchter und der Milcherzeuger der Fettge- 
halt der Milch nicht das primare Ihteresse geniesst, •sondern 
hinter dem Proteingehalt zweitrangig ist. 

Der Nachteil des Verfahrens der DE 38 54 555 T2 besteht 
darin, dass. der verwendete Anteil des asl-Kaseinpromotors 
nicht naher anhand einer Nukleotidsequenz" chare kte'risiert 
ist. Es wird ein 9kb Fragment mit den Exons I und II, welches 
durch die Schnittslellen fur JCpnl und BamHI flankiert wird/ 
verwendet. Es erfolgt keino Berticksichtigung der genauen 
Basenfolge ^oder von mOglichcn Variationen, die die Ef fektivi- 
tat. der Expression mit. diesem Abschnitt des -Promoters beein- 
f lussen konnen 



.15 oerzeit gibt es keinen, zuvenassigen Marker fiir Milchprotein- 
gehalt und keinen direkten genetischen Tost fur einen funkti- 
onalen Genabschnitt, urn Tiere alters- und laktationsunabhan- 
gig aul ihr genet isches Potential . hin zu testen. 

20 Aufgalso der Erfindung- 

Aufgabe der Erfindung i st es daher einen genetischen Marker 
, und ein Verfahren zur Typisierung auf Milchleistungsmerkmale 
bereitzustellen, um Tiere alters- und laktationsunabhangig 
auf Milohleistungsmerkmale anhand ihres genetischen Materials 
.25 unhcrsuchen. 

Die Lasung der Aufgabe erfolgt durch Bereitstellung eines 
auch in selektierten Milchrassen polymorphen genetischen 
Markers in der czsl -Kaseingenregion und eines Verfahrens, dass 
eine alters- und laktationstmabhangige Typisierung der Tierc, 
30 die genetische. Kar.tierung des ccsl-Kaseingens, die ' Untersu- 
chung von eng an diesen Genort gekoppelten Oder direkt da- 
durch hervorgcrufenen Effekten und eine ztichterische Nutzung 
ermdgl'icht. 
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.Bei dem- erf indungsgemaften Verfah^en handelt es sich um einen 
genctischen Test f Qr einen . funktionaien Genabschnitt, die 
Aussagcsichcrheit ist gr0 fier als bei gekoppelten Markern " und- 
das Tcst-Ergcbnis ii eg t innerha^lb wenlger Tage-bis hin zu 
Stunden vor, wodurch die erheblichen Kosten der Testpaarungen 
reduziert werden kannen. Das erf indungsgemafle Verfahren 
beseitigt somit die beschriebenen Nachteile ' im Stand der 
Tephnik. 

Mit dem erfindungsgemaJien Marker ist auch die Auswahl von 
besonders vorteilhaf ten Promotoren zur Erzeugung von Expres- 
sions vektoren und transgenen Tieren mpglich. 

In einer besonders vorteilhaf ten Ausf Uhrungsform besteht die 
Erfindung aus einem TestkiL, der • die Oligonukleotide zur 
Anreicherung eines Teilp^reiches der Markersequenz des asl- 

lb. Kaseingens, vorzugsweise die Prrlmer 1 CSNlSlprolf (5 ' GAA TGA 
ATG AAC TAG TTA CC 3'), Primer 2 CSNlSlprolr (5' GAA GAA GCA 
GCA AGC TGG 3')und Primer 3 CSNlSlpro2r (5'. CCT . TGA AAT ATT ' 
CTA CCA G 3' ) sowie Ref erenzproben Itir eine'oder mehrere ' 
Sequenzen der Markersequenz des asl-Kaseingens und desaen 

20 Allele enthalt. ' 

Folgende Abbildungen sind der Beschreibung beigefflgt: 
A^bildung i DNA-Sequenz aus dem 5' -flankderenden Bereich 

des asi.Kaseingens, im folgenden ale Markersequenz bezeich- 
25 net. 

Abbildung 2 Alignmenb der Nucleisauresequenzen der alleli- 
schen Zustando des asl-Kaseingens Allel 1,, Aliel 2, Allel. 3, 
Allel 4 (Unterschiede : in potentiellen -Ttanskriptionsf aktor-' 
Biridungsstollen sind hervorgehoben) 1 ' 

30 Abbildung 3 Schematise Darstellung der Wanderungsmuster 
der Allele 1 bis A des Markers CSN1S1 in der SSCP-Analyse- 
Abbilduag 4 Ergebnis der Varianzanalyee . • 



^^^^^^^^^^^ 
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Oberraschender wcise wurde ct*+;-. n *~~ ^ ^ 

wurae geiunden, dass der untersuchte 

C^r a ^f nitt ' ' el<Cher dUrbh Oligonucleotide. 
CSMlSlprolf und CSNlSlprolr bzw. CSNlSlpro2r begrenzt wird 

(gxauer Kasten in Abbildung. ,) innerhalb der Rasse Deutsch 
5 Holstexn v.1er ' mittels einer Einzelstrang-Konf ormations- ' 
Polymorphismen-Analyse detektlerbare Allele aufweist ,ind 
damit ausreichend polymorph i st , um eine genetischa Kartie- 
rung und Analysen zum Effekt der Allele aux Milchleistungspa- 
ramoter durchzufiihren. . 1 

10 Es handelt sich dabei um.einen 1061 bp grolien Abschnitt aus 
dem 5<-flankierenden Bereich und des Exon 1 (siehe Abbildung. 
1), im beaonderen um den 654 bp grofien Abschnitt,. der" durch 

d1e beiden 011 g?nu^leotide CSnlSlprolf und CSNlSlprolr be- 
grenzt wird. . . 

^ Die vier Allele wurden ' kloniert und sequenziert. Die Sequent 

analyse zeigt bis auf die Lange des poly-T (ab Position 390 
der Abbildung i, ubereinstimmung von Allei 2 mit der von 
Koczan et al. (1991, Nucleic Acids Research 19, 5591-56596- 
Genbank- Acc. No: X59856) publizier.ten Sequenz. -Die Allele 1, 
.3 "nd 4 unterscheiden sich durch verschiedene Substitutionen 
und Deletionen, von dieser. Sequenz. Die variablen Positionen 
smd im Sequenzalignment (Abbildung 2) hervorgehobon. In den 
Allelen 1 und 4 sind jeweils .potentielle Transkriptionsf ak. 
tor-Blndungsstellen durch Mutationen betroffen. im A n e l i 
fallen demnach zwei potentielle Bindungsstellen (£Ur AP-!' und 
YY1) weg, wohingegen im Allel 4 . eine potentielle abfi- 
Bindungsstelle neu entsteht. 

Der gefundeno Polymorphismus ist. damit in einer vermutlich 
funktionalen Genregion. lokalisiert und somit ein geeigneter 
Marker far Milchleistungsmerkmale, insbesondere fur den 
ProteingehalL . 

. Der Sequenzabschnitt wird mit folgenden erf indungsgemaAen 
Olxgonukleotidsequenzen flankiert, die als Primer fur die 
Amplification mittels pgr verwendet • werden, wobei die' Kombi- 
35 nationen Primer 1 mit Primer 9. und Primer 1 mit Primer 3 
mSglich sind: 



30 
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Primer -1: CSNlSlprolf (5' GAA TGA ATG AAC TAG TTA CC.3') 
Primer 2: CSNlSlprolr (5' GAA, GAA GCA GCA AGC TGG 3') 
Primer 3: CSNlSlpro2r (5' CCT .TGA AAT ATT CTA CCA G 3') 

5 Die Frimerbindungsstelien sind in dor Abbildung 1 grau unter- 
legt. 

Es wird ein erf indungsgernafies. Verfahren bereitgestellt das 
direkt am Erbmateriai des zu untersuchenden Organismus durch- 
geftthrt warden kann. Hit Hilfe des erf indungsgemafien Markers 
wird eine genetische Kartierung des asl-Kaseingens innerhalb 
der Kopplungskarte ermOglicht und die Ermittlung des alleli- 
gjjj^ . SChSn Zustands einzelnen Organismen, z.B. Rindern, vorge- 

nommen, die innerhalb weniger Stunden das genetische Potenti- 
15 al im llinblick auf Milchproteingehalt ermittelt. 

Das Verfahren zur Ermittlung des genetischen Potentials im 
Hinblick auf Milchproteingehalt durch' Ermittlung des alleli- 
• schen zustands des erfindungsgemalien Markers besteht im 
Einzelnen aus: 



10 



20 



1. . Bereitstellung des genetischen Materials des zu untersu- 
chenden Organismus, eines mannlichen Oder weiblichen. Zuchtr 
rindes oder eines Embryos. 

Der Organismus ist dabei def initionsgemali ein Tier, insbesbn- 
•dere ein Saugetier, im besonderen ein Rind, ein Schaf oder 

.25 eine Ziege einschlieMich Embryonen dieser Spezies. 

Der Organismus ist auch ein gentcchnisch verandertcr Organis- 
mus (GVO) , welcher den beschriebenen Sequenzabschnitt aus dem 
asl-Kaseingenund des 5' -f lankierenden Bereich (Abbildung 1) 
oder Telle dessen enthall. 

■30 Das genetische Material isL def initionsgemafi genomische DNS 
oder RNS von Tiere.n, aber auch Plasmid-DNS aus Bakterien, voh 
artifiziellen Chromosomen wie BACs und YACs oder far speziel- 
• le Anwendungen erstellte Konstrukte sus genetischem Material 
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versch jed.ener Organismcn,. z.B. zur Herstellang von Transge-. 



nen. 



• Das Ausgangsmaterial ,'zur Gewinnung von DNS- oder RNS-haltigem- 
•Material ist zlB. BluU, Leukozyten, Gewebe e.inschlielilich 
5 Biopsiematerial,. Milch, Sperma, Haarc, einzelne Zellen ein- 
■ schlieaiich Zellmaterial aus Embryonen, eine Bakterienkultur 
oder auch isolierte Chromosomen . WeiLorhin ist auch, . bereits 
zuvor amplifiziertes genetisches Material, welches die Mar- 
kersequenz (Abbildung 1) oder Telle daraus enthalt, erneut. 
10 Ausgangsmaterial. -• 



2. Gezielr.e isol ierung ' oder Anreicherung das Sequenzab- 
schnitts der Abbildung 1 oder einer Sequenz, die Teilbereiche 
davon enthalt, vorzugsweise den dargestellten Sequenzab- 
schn.1tt Position 1 bis 654 der Abbildung 1. . 

Die Isoli.erung dcs genetischen Materials erfolgt nach Stan- 
. dardmclWlcn, wie sie z.B. im Handbuch „Mo.le'cular Cloning" 
(Sambrook, Fritsch, Man1atie, : • 1989; Cold Spring. Harbour. 
•Laboratory Press, -New York) besohrieben sind oder kann mit- 

20 bels kpmmerziell erhSltlicher Kits (z.B. Wucleoepin, Machery 
Nagsl, DUren, Deutschland) • durchgefiihrt werden. 
Die Anreicherung erfolgt vorzugsweise mittels Polymerase 
Kettenreakbion (PCR, Mullis & Falloona, 1987,. Methods In 
Enzymology 155, 335-350), wobei auch £ lucres zenzmarkierte, 

25 radioaktiv markierte oder chemisch mkrkierte Primer einge- 
seLzt werden konnen. Bei. Verwendung von RNS als genetisches 
Material wird. zweckmsiligerweise eine vorherige reverse 
Transkription (Myers & *Gel£and 1991, Biochemistry 30, 7661- 
7 666) durchgeftihrt . 



30- Der SequenzabschniLt wird vorzugsweise mit . f olgenden erfin- 
dungsgemafien Oligonukleotidsequenzen als Primer fur die 
Amplication angereichcrt, wobei die Kombinationen Primer 1 
mit Primer ,2 und Primer 1 mit Primer 3 m6glich sind: 
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Primer i S . CSNlSlprol'f (5' GAA TGA ATG AAC TAG TTA'OC 3') 
Primer 2: CSNlSlprolr ($'• GAA GAA GCA GCA AGC TGG 3') 
Primer 3: CSNlS.lpro2r (5' CCT TGA AAT ATT CTA CCA G 3' )- ■• 
Die Auswahl . weiterer Primer, " die die Amplication einer 
5 Teilsequenz der in Abbildung 1 beschriebenen Sequenz ermog- 
Ixpht, innerhalb derer variable Nukeotidpositionen ,zur Unter- 
scheidung der Allele 1 bis . 4 liegen, 1st, ausdrticklich m3g- 
lich. ■ * . • ^ . 

j * * * 1 

. 3. Nachweis des allelischen Zustands ' i m isolierten oder 
10. angereicherten Sequenzbereich der Abbildung 1, vorzugsweise 
internal* der Teilsequenz, die durch CSNlSlprolf und 
■.csmsiprolr begrenzt wird.'. . '. 

Zu.r Bestimmung des. allelischen Zustands stchen eine Keihe von 
Standard-Techniken, die dem Fachmann bekannt sind, zur Vsrfti- 
15 gung, die Sequenzierung nach Sanger et.al, 1977, durch Dar- 
stellung von Einzelstrang Konlormationspolymorphismen (SSCP 
• Orita et al. 1989, Genomics 5, 874-879) > mittels Restrikti- 
onsfragment Langenpolymorphismen (RFLP; Botstein et al. 1980,, 
American Journal of Human Genetics 32, 314-331) und FCR-RFT.P . 
20 (Damiani et al. 1990, Animal Genetics 21, 107-114; Medrano * 
Aguilar-Cordova 1990, Animal Biotechnology 1,73-77) al- 
lelspezifischer PGR (= ARMS, ASPCR, PASA; Newton et al .' 1989 " 
Nucleic Acids Research 1.7 2503-2516; Sakar et al 1990 
Analytical Biochemistry 1Q6 , 64-68; David & Deutch 1992 
25 .Animal Genetics 23, 425-429), Oligonukleotid-Ligations-Test 
(— OLA; Beck.et al. 2002, j Clinical Mikrobiol 40, 1413- 
1419); Temperaturgradienten Gel Elektrophorese (= TGGE, Tee 
et al. 1992, Animal Genetics' 23', 431-435) und analog.e, zum 
Stand der Technik gehorende Verfahren. 

30 Es wird vorgeschlagen, di e erf indungsgemaiien Primer mit einer 
Markierung ( Fluoreszenz,, Radioaktivitat und ahnlichcs) 
versehen und die Bestimmung des allelischen Zustands am. 
Sequenzierautomaten, durch Autoradiografie oder' Chemilumines- 
. zenz durchzufiihren. Bei Verwendung nicht-markterter Primer 
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•. erfolgL die Bestimmung des allelisohen Zustands durch Dar- 

H IT. ^ FragmBnte nach ^l^lektrophorese durch Farbung 
. der Nuklcxnsauren, z.B. mlt Ethidiumbromid (Sambrook et al 
1989) oder xm 8f Iberf arbeverfahren (Basse*, et al 1991, ^1 . 
5 tical iiioqhejmistry 196, 8 0-83)/ 

Weiterhin 1st es maglich/ verschiedene Hocbdurchsatzverf ahren 
zum Mutationsnachweis, darunler . die Verwendung von - oiigo- 
nukDeottd-Arrays (Dong at «j 2001, Genome Research 11 i 4i8 - 
1424), das TagMan-Verfahren (Ranade et al 2001, Genome re - 

tchL et 11 ,' W~ 1268 >' ' F1U ° re olarisationsverfahren 
(Chen et al 1999, Genome Research 9, 492-498), Massenspektro- 
mctrxsche Verfahren (MALI-TOF; Saner - et al. 2002, Nucleic 
Acxds Research 30, , e22) einzusetzen. Diese Aufzahlung iet 
bexpsxelhaft und nicht . limiLierend zu verstehen. 

15 Der allelische Zusband is.t dabei.als das Vorhandensein ciner 
bestxmmten Nukleotidseguenz innerhalb des angereicherten 
«ereiche S zu verstehen. Abbildung 2 zeigt beispielhaf t die 
Nuklexnsauresegeuenz von vier verschiedenen allelischen 
Zusta nden. des errindungsgemafien Markers (Abbildung 2, Allele 

* u 1 , 2 r 3 und 4 ) , • 

lm Falle der Sequenzd erung muss ein Vergleich mif den korres- 
.pondierenden Nukleotidseguenzen in Abbildung 2 1, 2, 3 und a 
erfolgen, um die zu Typ Allel 1 bis Allel 4 analogen Zuord- 
nungen vorzunehznen . Basiercnd auf den angegebenen Nukleotid- 

25 seguenzen ist es einer mit dem stand der Tcchnik vertrautcn 
Person auch mogl ich, die Fragmentlangen bei einer PCR-RFLP 
Analyse zu bestimmen Oder OligonukleoLide zum. Nachweis fiber . 
allelespezifische PGR zu konzipferen. Auch die Anpassung der 
wexteren zuvor genannten Techniken zum Mutationsnachweis ist 

JU « ei n Fachmann mSglich. 

' TTT- V ° rtellhaft i3t di * °arsteliung. der aUelischen ' 
? S tT\ " 5 Binzelst ^-K°nf ormationspolymorphi,men 

(SSCP) , da der allelische Zustand direkt anhand des Fragment- 
musters abzulesen ist. Das Verfahren ermoglich zusatzlich zur 
Detektion der hier beschriebenen 4 Allele auch. die Erkennung 
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von weiteren, hter nlcht beschriebenen Mutationen.. Aus diesem 
Grund eiqnet es sich besonders gut au'ch zur Analyse des 
hbmologen Genombcreiches bei anderen Tierarten als beim Rind. 
Um die.Daucr der Gelelektrophorese zu reduzieren, 1st die 
Vcrwendung sines kurzeren Fragmentes beispielsweise die in 
Abbildung! mit Pfell markierte; Sequenz, die durch.die erfin- 
dungsgemaiien Oligonukleotide festgelcgt wird, als dar kom- 
pletten. Sequenz empf ehlenswert . 

Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung der Allele 1 
bis' 4 des Markers CSN1S-1 in der SSCP-Analyse im 12%igeri 
AcrylamidrBisacrlymid 49:1 Gel mit 1% Glycerolzusatz. Die 
Felder 1 bis 4 reprasentieren,. die vier verschiedenen Auftren- 
nungsmuster der Allele. ■ Die Wanderungsrichtung der Molekule 
im e.lektrischen Feld von Kathode <-) zur Anode (+) ist mit 
einem Pfell dargestellt. Die Einzelstrange der Allele ' zeigen 
ein typisches, deutlich voneinander verschiedenes 
Auftrennungsmuster. Da mittels Silberf arbung beide DNS- 
Einzel strange dargestellt werden, ist jedes Allele durch zwei 
Banden charakterisiert . 

4. Auswahl von Organismen, die den jeweils vorteilhaften 
allelischen Zustand des erf indungsgemassen Markers tragen. 
Dies kann z.B. der alielische Zustand 1 Oder 4 sein, welcher 
sich von Allel 2 durch die Anzahl der potentiellen Bindungs- 
stollen far Transkriptionsfaktorenunterscheidet. 



An.l27/Pri 



XG3 Nr: 158083 von NVS:FAXG3.I0.0201/0641 9436499 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 19 von 36) 
turn 16.08.02 19:14 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) Qbernahm Sendeauftrag . 
reff: 36 Seite(n) empfangen 



• 15/15 




30 



AusfiiJir-ungsbeispielt 



1. Ver£ahren zur Typislerung.auf Milchleietungsmertariale dutch 
5 Ermittlung des allelischen Zustands des erfindungsgemsijen 
. Markers 

Als Ausgangsmaterial ' wird Rinderblut verwendet. Die . Isolie- 
rung des genetischen Materials (genomische dns)' erfolgt nach 
der Hochsalzmethode von Montgomery & sise (1990, NZ J . Agrlc 
10 Res 33, 437-411) . " 

Far die Durchf tihrung • der Amplif izierung des .Markers' mittels 
PCR-Reaktion warden die. erf indungsgemaften Oligonukleotidse- 
quenzen als Primer verwendet :■ 

i 

Primer 1 CSN1 SI prolf (5' GAA TGA ATG AAC TAG I'TA CC 3') 
15 Primer 2 CSNlsiprolr (5' gaa GAA, GCA GCA AGC TGG 3'). 

Die Reaktionsansatze enthalten in I5ul jeweile 20-100 n'g zu 
testende genomische DNS, lOpmol jedes Oligonukleotids 
CSNlSlprolf und CSNlsiprolr, 0,5. U Taq-DNA-Polymerase (Peqlab 
Biotechnologie, Erlangen) , 50 uM dNTPs in einera Standardpuf- 
20 - fer (lOmM Tris-HCl ph 8,8, 50 mM ' KC1, 1.5mM MgCl*), bas 
, Temperat.urprograitim (in einem Thermocycler Modell iCycler der 
Firma Biorad) wird wie folgt gewahlt: 1 min. - 93°C (lx) , (40 
sec. - 91 6 C, 40 sec. 57°C, 40 ssc - 70°C) (30x) und- 3 min - 
70°C tlx). Danach erfolgte die kuhlung auf 4°C. 

25 Jedem Reaktionsansatz werden arischliessend je 25ul eines 
Formamid-Denatur'ierungepuffers zugegebon (95% . Formamid, 
0,025% (w/v) Bromphenolblau-, 0,025% (w/v) Xylencyanol (FF) , 
20 mM EDTA), die Mischung fur 2 min bei 93°c erhitzt, in 
F.iswasser abgekiihlt und je 4,il der Mischung auf ein 12%iges 
49:1 Acrylamid-Bisacrlymidgel mit 1% Glycerolzusatz geladen. 
Die Auftrennung erfolgt tiber 20h bei 420V und 10°C in einer 
Vertikalelektrophoreeekammer Modell Pengiun P9DS (OWL Scien- 
tific, Woburn, USA) mit einem 0,8 mm dunnen 16*16cm grolien 
gel. Als Lauf-^ und Gelpuffer wurde 0,5x TBE verwendet. Nach 
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der fiilektrophorese wurden die Gele mi.t Silbemitrat nach dem 
ProLokoil von Bassam et al. (1990, Analytical ' Biochemistry 
196, 80-83) gefarbt. Die Entwicklungsreaktion wurde durch 
pberfuhren der Gele in eiskalte 0, 0.4M EDTA-liosung gestoppt. 
Daa Wanderungsmustcr der. Allele 1 bis 4 zeigt schematise*! 
Abbildung 3. Da mittels SilberfSrbung beide (codierender und 
nicht -codierender DNS-strang) angef&rbt werden, sind jeweils 
zwei Fragmente pro Allel vorhanden. 

2. Darstellung der Variab'ilitiit der Markers CSN1S1 box ver- 
schiedenen Kinder r as sen ' 

'Aus DNS . von 83 . Rlndern der Rassen Deutsche Schwarzbunte (6 
Rinder), Deutsches Rotvieh (4 Rinder) , Gelbvieh (7 Rinder) , 
Deutsch Holstein (18 Rinder), Fleckvieh (9 Rinder)., Jersey 
15 (13 Rinder), Pinzgauer (20 Rinder) und Simbrah (6 Rinder) 
wird mit den erf indungsgema&en Oligonukleotiden CSNlSlprolf 
(5' GAA TGA ATG AAC TAG TTA CC 3') urid CSNlSlprolr (5' GAA 
GAA GCA. GCA AGC TGG 3') die in Abbildung 1 dargestellte 
Nukleinsaurcsequenz Position 1 bis 655 mittels PCR. amplifi- 
ziert. Das weitere . Vorgehen erfolgt wife unter Beiepiel 1 
beschrieben. 



in den unte.rsuchten Rassen tauchen die typischen, wie in 
Abbildung 3 gezeigten Auf trcnnungsmuster auf . 



20 



25 




3 . Darstellung der Variability* der Markers CSN1S1 innerhalb 
der Rasse DeTitseh Holstein 

Aus Blutproben von 503 Ktihen der Rasse Deutsch Holstein wird 
DNA nach der Methpde von Mongomery & Sise (1990, NZ JAgrlc 
30 Res 33, 437-441) . isoliert. Die Anroicherung der in Abbildung 
2 dargestellten Seguenz erfolgt mit den. erf indungsgemaBen 
Primers, wie oben beschrieben, die Darstellung der. vorhande- 
nen. Variationen erfolgt mittels SSCP-Technik . Bci den unter- 
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, ' suchten Kuhen dieser Rasse sind alls ebenfalls vier Allele 
nachweisbar. Folgende Allelf requenzen wurden bestimmtt 

Allel. i - 0,031 Allel 2 _ 0/739 

Allel 3 - 0,194 A1 i e j 4 - - 0,036 

Das Allel 2 stellt damit das haufigste Allel In Rasse Deutsch ■ 
Holstein dar, gefolgt von Allel 3 und den zwei seltenen 
Allelen 1 und 4 . : 1 

Die Genotypen traten in der Haufigkeit 22> 23 > 24 > 12 > 33 
10 > 34 auf. Die Genobypen 11 .und 14 sowie die Kombination 
•• dicser zwci seltenen Allele (Genotyp 14) werden nicht gefun- 
den. • • 



4. Genetische Karfciemngr das Markers CSSN1S1 
lb Mittels des erfindungsgemailen Verfahren mit den. Marker CSfJlSl 
werden acht Ilalbges.chwisterf amilien der Rassen Deutsch Hol- 
stein (7) und Fleckvieh (1) typisi'ert und mit den Ergebnissen 
von Thomsen et al. 2000 { a Ani m Breed Genet 117, 289- 
306)verglichcn, der diese Familien. bereits fur 10 wedtere 
20 Marker auf BTA 6 (Mikrosatellitenmarker) typisiert und eine 
Kopplungskarte erstellt hat. Die ■ Typisierungsdaten far CSN1S1 
werden in diesen bestehenden Datensatz integriert. Die Kar~ 
tierung unter Verwendung der Funktion BUILD des Programmpake- 
tea CRI-MAP (Version 2.4; Green et al. 1990, Documentation of 
2o CRT— map, Washington School of Medicine, St. Louis, MO, USA) 
fuh.rt zu zwei maglichen Positionen des Markers CSN1S1: zwi- 
schen den Markern IL97 und FBN14 oder FBN14 und CSN3 Die 
weiterhin durchgefuhrte FLIPS-Analyse ftihrt zur endgultigen 
Kartierung von CSN1S1 zwischen den Markern FBN14 und C5M3. 
30 Die Cesamtlange der mit den 11 Markern berechneten Kopplungs- 
karte von BTA6 betragt . 161 . 1 ? M. Die Position aller in die 
Kopplungskarte einbezogeneh Marker und die vergleichenden 
. Angaben aus den vorhandenen Genkarten MARC 9 7 und IBRP97 zeigt 
. die folgenden;Tabelle 1. Dargestellt. sind die . Marker zur 
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Ersbellung der Kopplungskarte von BTA6,' die flnzahl der infor- 
mariven Meiosen und.mit CRl'-MAP berechnete Positions (cM> 
Mf * enetisch *» Karte (die erfindungagema*e Karte ist mit 

„Aiy bezeichnet, i«; Vergleich zu.den beiden verSf f e „t3 ichten 
Genkarten MARC 9 7 and IBRP97. Far die m it n.a. eingetragenen 
' Mark6r u iSt keine Kartier ™S - den jeweiligen Genkarten 



Marker 


Informative 


ADR 


Position . (cM 
MARC 9 7 


) 

IBRP97 


ILSTS93 


193 


0.0 


0,0 


16. 0 . " 


ILSTS90 


: ' 156 


28.5 


11.8 


0.0 


BM1329 • 


141 


56.8 


35,5 


45. 0 


UFLBI6 


228 


57. 9 


n.a. 


40,0 


DIK82. 


35,6 


78.5 


n.a. 


67.0 


ILSTS097 


78 


• 99.6 


. 67.2 


89.0 . 


FBN14 


187 


104.1 


n.a. 


n.a. 


CSN1S1 


' 280 


108.1 


(w±e CSN3) 


(wis CSN3) 


CSW3 | 


102 


113.5 


82. 6 


• 103. 0 


BP7. 


208 


123.6 


91.2 


n.a. 


BMC4203 
Tabelle 1 


186 | 


161.3, 


112-9 


n. a . 
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5. Varianzanalyse z«r Schataung y0n Effekten auf Milphleis- 
teung-smerkmale 

Mittels des erfindungsgernafien Verfahren warden insgesamt 729 
Sullen aus 9 Halbgeschwisterf amiiien der Rassen Deutsch 
Holstein und Simmental mit dem Marker. CSN1S1 typisiert Die 
Verteilung der Genotypch in den 9 Halbgeschvist erf amiiien 
zeigt TabeUe 2. 



20 
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c cunj_ lie 


n 






CSN1SI Gcmotyp "' ! 1 


! 1 'I 


i r\ 


J 2 


• 13 


14 


22 


23 




24 


jj 


34 


J. 


1 3 
i n q 








9 


10 










1 08 


48 ' 
/» 


5 


5 


• 37 


9 


4 






A 


106 

O *"7 


4 




3 


40 


10 






12 


1 
C 


27 


12 


3 


2 




10 

■J- V 










12 




1 


- 


b 


5 




1 


— m z — : 


b 

7 . 


27 








• 9 


16 


i 


1 




8 


55 


; 1 




1 


22 


4 


23 




4 


9 


56 . 


4, 


2 




26 


17 


3 


1 


.3 


total • 


319. 


10 






250 


50 


9 . 






i 

Tabelle 


729 
2 


79 


11 1 


13 


398 


131 


77 


3 


19 



Die Zuchtwerte der Bullen warden antral durch die Vereinig- 
-.. ten Informationssysteme Tierhaltung (vit) in Verden ge- 

schstzt, Insgesamt gehen aber j 5 0. 000 T5chter und deren 
•5 Leis-tungsdaten in die auehtw.rt-ch.fung ein. Von alien 

Bulien werden deregressiorte Zuchtwerte far die Milchnienge, 

Protein- und Fettmenge, Proteingehalt (in %) und Fettgehalt 
. (m %) m der Varianzkomponentenschatzung verwendet. ■ Die 

10 ZlTTr ^ ZUChtW6rte "la bei xhcsen 

10 (2001, J^ iffl Braed Gcnet. 118, 357-370) beschrieben. 

sas ^"^"f ° mP0nentensC ^ tzu ^ wird m it den, Progra^paket 

Marker CM1S1. ixn Moduli berackaichtigt , . da andere Einfluss- 
15 TJ> , (Z " B ' Betrleb ^«^te, Melkhauflgkeit) bereits i m 

Rahrnen der Zuchtwertschatzung und durch die. Degression 
(i Vater) *>rr± ff ±.rt warden. Die Analyse ergibf 

signxfikante n« fe.kte. des Markers CSN1S1 auf alle untersuchten 
C P : J^™^* ..Zuchtwerte ftir p roteingehalt 
(DRG_PP), Miachmenge (DRG_MY1) , Fettmenge (dr G FY1) , Protein- 
.20 menge (DRG _ PY1)/ Fettgehalt (DRGFP)) . Tabelle- 3 zeigt den 
« f ekt von CSN1S1 auf deregre 3s i erte Zuchtwerte far Milch- 
lexstungsmerkmale mit Angabe dcr Irrtumswahrscheinlichkeiten 
(P) fur die Effekte auf die Einzelmerkmale . ' 
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-Merkmai 


irrtumswahrscheinlichkeit (p) 


.DRG-PP 


< 0,0001 


DRG^MYl 


0.0011 


' DRG^Exl 


0.0016 


DRG_PY1 


0.005.6 


• DRG_FP 
Tabelle 3 ~^ 


0:0052 




Die h6chste Signifikanz wird ftir den Effckt au f DRG_PP be- 
rechnet. Da der untersuchta Marker CSN1S1 direkt im rsgulato- 
.risohen Bereich eines Milchprotetngens liegt, kennte dies ein 
Hinweis auf einen direkten Effekt Se in. Der Marker CSNlsi 
erf tillt: die Anf ordorungen an ein f unktionelles Kandidatengen. 
Die hechsten Zuchtwerte fur Milchmenge (DRG_MY1 ) erzialen in, 
Mattel Bullen mit. dem Genoty 12, wohingegen die hechsten 
ZuchLwerte fur Proteingehalte (DRG_PP) in der Gruppe m±t 
Gen.otyp 24 gefunden warden. Bine Zusammenstellung der Least 
S9liarS Mitte ^te (LS.means) far die Gruppen mit -den Genoty- 
12 ' 22 ' 23 ' Und 24 -igt Tabelle 4. Dargestellt sind die 
LS_means sowie Standardfehler far die deregressierten Zucht- 
15 werte for Mildhmenge (DRGjUxi, und Proteingehalt (DRG_PP> in 
Gruppen mit verschiedenen CSN1S1 Genotypen. 
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CSN1S1 
type 




LSMEAN ± se ; 

i . 




n ■ 


DRG_MY1 


■ DRG_PP 


12 


79 


198.232 ± 15.700 


-0.00022534 ± 0.00006470 


22 


398 


lbb.341 ± 6. 995 


- 0.00037495 ± 0.00002921 


23 


Hi 31 


138.806 ± 12.192 


- 0.00038405 ± 0.00005271 


24' 


76 


112.364 ± 16.007 


0.00008175 ± 0.00006650 




152.353 


-0.000307 
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Zur genaueren Abklarung wird die Varianzanalyse innerhalb 
cinzeiner Familien und Gruppen von Familien mit denselben 
Gcnotypen emeut durchgef iihrt . Dabei zeigt-sich, daas der 
, Ef f efct; auf die Milchmenge . nicht in alien. Familien bestatigt 
wefden kann. In Familie 9, tn welcher- vom Vater ausschliess- 
lich das Allele 2 vererbj: wird, ist der einzige verbleibende 
Effekt in dor Niihe der 5% Signifikanzschwelle fiir DRG_PP zu' 
linden (p = 0.0610). weiterhin wird fur alle Genotypgruppen 
und einzelne Familien ein Vergleich der LS-means - fur die 
Merkmale DRG_MY1, DRG_PP, . DRG Fl? durchgef iihrt: und die Diffe- 
renz der LS-means far die Genotypen 12, 23 und 24 zum hau- 
figsten Genotyp 22 auf Signifikanz geprUft. Die Ergebnisse 
stnd' grafisch dargestellt in AbbiJduhg 5. 
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Ansparuche 

!. Genetischer Marker. am 5'-Ende des. asl-Kaseingoris dadurch 
gckerinzeichnet ^dass er die Nukleotidsequenz 1 - 1061, be- 
. . 5 vorzugt die Nukleotidsequenz 1 - 655 am 5'-Ende des asl- 

Kaseingens beinhaltet. 

2.. Genetischer Marker gemafi Anspruch 1 dadurch gekennzeich- 
net dass.er durch die 

Primer 1 CSNlSlprol£ (5'. GAA TGA ATG AAC TAG '■ TTA CC 3' ) 
10 Primer ?. :CSNlSlpr'olr (5' GAA GAA GCA GCA AGC TGG 3') 

Oder durch die 1 

Primer 1 CSNlSlproli: (5' GAA TGA ATG AAC TAG TTA CC 3') 
, Primer 3 CSNlSlpro2r (5' CCT TGA AAT ATT CTA CCA G 3' ) ■ 
in dor PCR-Reaktion amplifiziert wird. ' 

15 3. Genetischer Marker gemafi Anspruch 1 dadurch gekennzeich- 
net dass er innerhalb von Milchrassen variabel 1st. 
4. Genetischer Marker gemafi Anspruch 1 dadurch gekennzeich- 
net dass er zur Bestimmung des allelischen Zustandes 
am 5' -Ends des aSl-Kaseingens verwendet wird. 

20 5. Verfahreh zur Rrmittlung des allelischen Zustands des 
5*-Ende des ccsi-Kaseinqens, gekennzeichhet durch die 
folgendcn Schritte, . 

a) Bereitetellen des Ausgangsmaterials des zu untersucheri- 
dcn Organismus 

25 b) Isolierung des genetlschen Materials 

c) Gezielte Isolierung Oder Anreicherung des Markerab- 
schnittes des 5'-Bereiches asl-Kaseingens oder einer 
Sequenz, die Tcilbereiche des Markerabschnittes, vor- 
zugsweise don Abschnitt 1 bis 655 der Markersequ,enz aus 

30 dem ccsl-kaseingen erithalt 
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zugsweisc den Abschnitt 1 bis' 655 der Markers equenz ■ aus 
dem asl-Kaseingen enthalt 

.dJ.Nachweis des alleiischen Zustands im isolierten oder 
angereicherten Sequenzbereich des Markerabschnitt des 
5 ctsl-Kaseingens . 

1. Verfahren gemafl Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch das 
das Ausgangsmaterial aus einem Tier, insbesondere einem 
saugetier, im besonderen . einem Rind, ednem Schaf oder 
einer Zicge einschlie/Jlich zichttieren und Embryonen 

10 • dieser Spozies stammt. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch das 

das Ausgangsmaterial Diut, Leukozyten, Gewebe ein- 

schliefllich Biopsiematerial, Milch, Sperma, Haare, ein- 

zelne Zelien einschliefllich Zellinateriai aus Embryonen, 

15 oino Bakberienkultur oder auch isolierte Chromosomen 

ist. 

3. Verfahren gemafl Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch das 
das Ausgangsmaterial aus einem gentechnisch veranderten 
Organismus (GVO) stammt, der den Markerabscnnitt desotsl- 

20 Kase,ingens enthalt. 

, ' 4. Vcrlahren gemafl Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch das 
das genetische Material genomigche DNA oder Rna von Tie-, 
ren, Plasmid-DNA aus Bakterien, von artifiziellen Chro- 
mosomen wie BACs und YACs ist. 

5. Verfahren gemafl .Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch das 
die • Anreicherung des Markerabschnittes des ocsl- 
Kasedngens mittels Polymerase-Kettenreaktion erfol'gt . 

6. Verfahren gemafl Anspruch 5,, gekennzeichnet .d'adurch das 
die Anreicherung des Markerabschnittes des ccel- 

• Kaseingens in der Polymers se-Kettenreakt ion mit den Oli- 
gonukleotiden 
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Primer 1 CSNlSlprolf (5' GAA TGA ATG AAC TAG TTA CC 3') 
Primer .2, CSNlSlprolr (5' GAA GAA GCA GCA AGO TGG 3') 
Primer 3 CSNlSlpro2r (5' CCT TGA AAT ATT CTA CCA G 3')' 
als Primer erfolgt, wobei die Kombtnation Primer 1 mit 
Primer 2 und Primer 2 mit Primer 3 gevahlt "warden. 

7. Verfahren gemafi. Anspruch 5/ gekennzeichnet dadurch das 
die Bestimmung des allelischen Zustands mittels SSCP, 
RFLP, OLA, TGGE, ASPCR, PCRtELISA, . Microarray.-verfahren 
Oder durch NuklcinsSuresequenzierung erfolgt. " 

8. Verfahren gemafi ; Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch das 
einer oder mehrere der allelischen Zustande der Marker- 
sequenz des asl-Kaseingens nachgewiesen warden 

• 9. Verwendung des Verfahrens gemafi der vorangegangenen An- 
spruche zur alters- und laktationsunabhangigen Untersu- 
15 chung von Tiercn auf Milch] eistungsmerkmale . 

10. Verwendung des Verfahrens gemafi der Vorangegangenen 
Anspruche zur Auswahl von Organismen, die eine bestimmte 
allelische Form oder einen bestimmten Genotyp der Mar- 
kersequenz dess asl-Kaseingens oder eines Teilbereiches 

20 dorer- tragen. 

11. Verwendung des Verfahrens gemafi der vorangegangenen 
Anspruche in Zuchtprogrammen, insbesondere zur markerge- 
stiitzten Selektion. 

12.. verwendung des Verfahrens gemafi der vorangegangenen 
Anspruche zur Selektion auf erhahte Milchproteingehalte . 

13. Verwendung • eines Markers gemafi Anspruch 1 zur Genom-. 
analyse, insbesondere zur Genkartierung Und/oder Kopp- 
lungsanalyse. 

14. Verwendung eines Markers gemafi Anspruch 1 zur Erzeii- 
30 gung von Expressionsvektoren. , 

15. Verwendung eines Markers gemafi Anspruch 1 zur Herstel- 
lung transgener Tiere. 

An.l2//Pri. ; 
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16. Testkit, :enthaltend Oligonukleotide zur ... Anreicherung 
eines • Teilbereiches der Markersequenz des cesl- 
Kaseingens, vorzugsweise die Primer 1 ' CSNlSlprolf {5' 
GAA TGA ATG AAC TAG TTA CC 3')', Primer 2 CSNJSlprolr (5' 
GAA GAA GCA GCA AGC TGG 3' ) und Primer 3 CSNlSlpro2r (5' 
CCT TGA, AAT ATT CTA CCA G'3')sbwie Ref erenzproben f(ir 
eine Oder mehrere Sequenzen der Markersequenz des asl- 
Kaseingens und dessen Allele enthait. 



10 
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Anzahl Abbildungen : 4 

j . _ • ' . 

AMblldung 1 • 

1 * q aat «">'g^ratt&teoacaactag tacacccaaa atgaacaaaa 

49 aat «g^gg tggt a fr.o«tt-aaaatgdc«o candotttat acaataatta tafttLcttt 
5 109 tt9C ^ w ^gattagnn cacaiabaat gtaacttatt ■ tcacaaggta aat-.aattata 



• 169 ataaataata tggattaact gpgttttaaa aggtgaaata aataaLqaat f cttctcatg, 

22-9 gtcttgtatg ttaataaaaa ttgaaaaatt ttgaagaccc cattttgtce caagaatttc 
289 ' "ttta.caggt attgaatttt toaaagg tta caaaggaaat tttattgata tarfl.aaatga 
M * algtbclcat-aataaecaLa aatctagggV tttgttgggg U bttttttg- tttgttaatl 
10 409 tagaacaatg ccattecaU lectgtataa tgagtcactt CLUgttgta aactotcctt 
. ' «*9 agoatttictt gggagaggaa clgaac agaa cattgatttt: ctatglgaga gaattcttag 

529 aatttaaata aacct-.gt.tgg ttaaact gaa aooaoaaaat tageatttta ctaatcagta 
589 qgttbaaata gcttggaagc aaaagtntgc cotcaccUtq ateafeaaoo .cpgatftgrtg ' 
619 eebebao eea gtcttqqgtt caaggtatta r.gtatacala Laacaaaatt tctatgattc 
. 15 1 709 toetefcgtrt catr.tct.cat tcttcactaa tacgcagttg taacttttct atgtgattgc 
769 aagtattggt aotttecfcat gatataotqt tagcttaaaa atawtLtgc aaatgttgat. 
829 actatctatc tcagagctat aggtgaaaaa ttaaatactt ttataaagac caaat.tgatc 
. 889 aUltLaaac gaaattctta tataetgaaa aLgtagatac ataacttcag l.atagattt.a ' 
949 f-ggtaaaata atttgaalca tttttgtcaa attctgtaaa aagitgtcat acagaaLaaf 
20 100.9 ttataatatt tttgttttca tagaaataac atttctggfa.jga»^t#tca 'afcg -'WMi" 
ymarkxerc den Beginn das Exo'n 1 
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SQquQnzalignEient d®r 4 Allele 
n Tranakciptionfltaktor-BlndunqstolJLen dnrch Kaston 
10 20 ' 30 an t\n 

?^S^'S A ACTA GTTACC ACAACTAGTA CACCCAAAAT CAACAAAAAA 
™2^ 1,qA ACTA GTTACC ACAACTAGTA CACCC7U\AAT GAACAAAAAA 
n^™^ AC ™<3TTACC ACAACTAGTA CACCCAAAAT G^CAAAAAA 
GAATCAATGA ACTAGTTACC ACAACTAGTA CACCCAAAAT GAACAAAAAA 

70 60 90 100 

GTATAATTAA AATGCCACCA AAGTTTATAC AATAATTGTA 
CTATAAT TAA AATGCCACCA AAATTTATAC AATAATTATA 
GTATAATTAA AATGCCACCA AAATTTATAC AATAATTATA 
GTATAATTAA AATGCCACCA AAATTTATAC AATAATTATA 



hi TAGCTTGGTG 
51 TAGCTTGGTG 
bl- TAGCTTGGTG 
b1 TAGCTTGGTG 



; li0 120 130 lift 

?2i ZZZZZ^™ GCAGGAAAAA GATTAGACCA CATATAATCT 
ZZZZZZ1ZI1 GCAGC5AAAAA GATTAGACCA CATATAATCT 
m ZZH™ TT GCAGGAAAAA" GATTAGACCA CATATAATCT 
1 01 TTTTCTTTTT GCAGCAAAAA GATTAGACCA CATATAATCT 



150 

AACTTATTTC* 
AACTTATTTC 
AACTTATTTC 
AACTTATTTC 



160 170 
Tbl A C AAGGTAAA TAATTATAAT 
1M AC A A GGTAAA TAATTATAAT 
1S1 ACAAGGTAAA TAATTATAAT 
151 ACAAGGTAAA TAATTATAAT 



160 190 200 

AAATAATATG GATTAACTGA GTTTTAAAAG 
AAATAATATG GATTAACTGA GTTTTAAAAG 
AAATAATATG GATTAACTGA GTTTTAAAAG 
AAATAATATG GATTAACTGA GTTTTAAAAG 



210 

201 CTUAAATAAA 
201 GTGAAATAAA 
201 GTGAAATAAA 
201 GTGAAATAAA 



220 

TAATGAATTC 
TAATGAATTC 
TAATGAATTC 
TAATGAATTC 



230 zao 250 

TTCTCATGCT CTTGTATGTT AATAAAAATT 
TTCTCATCGT CTTGTATGTT AATAAAAATT 
TTCTCATGCT CTTGTATGTT AATAAAAATT 
TTCTCATGCT CTTGTATGTT AATAAAAATT 

260 270 200 ?9 0 

2bl GAAAAATTTT GAAGACCCCA TTTTGTCCCA AGAATTTCCT 
251 GAAAAATTTT GAAGACCCCA TTTTGTCCCA AG AATTT CAT 
251 GAAAAATTTT GAAGACCCCA TTTTGTCCCA ACAATTTCAT 
251 GAAAAATTTT GAAGACCCCA TTTTGTCCCA ACAATTTCAT 

310 320 330 

301 TGAATTTTTC AAACGTTACA AAGGAAATTT 
301 TGAATTTTTC AAAGCTTACA AAGGAAATTT 
301 TGAATTTTTC AAAGCTTACA AAGGAAATTT. 
301 TGAATTTTTC AAACGTTACA AAGGAAATTT 



300 
TTACAGGTAT 
TTACAGGTAT 
TTACAGGTAT 
TTACAGGTAT 



360 

351 GTTCTCATAA 
351 GTTCTCATAA 
351 GTTCTCATAA 
351 GTTCTCATAA 



340 350 
TATTGATATA ATAAAT GCAT 
TATTGATATA ATAAATGCAT 
TATTGATATA ATAAATGCAT 
TATTGATATA ATAAATGCAT 



370 380 390 .400- 

TAACCATAAA TCTAGGGTTT TGTTGGCCTT TTTT — *GTTT 
EHESSE*** TCTAGGGTTT TGTTGGCCTT TTTTTTGTTT 
TAACCATAAA TCTAGGGTTT TGTTGGGGTT TTTTTT---- 
TAACCATAAA TCTAGGGTTT TGTTGGGGTT TTTTTT--*.- 

2 m GAACAATCCC ATTCCATTTC CTGTATA ATG AGTCGCTTCCT 

\ :tt(£tt 

\fTTCTT 

H»'l * 



.01 gttaattta ATTCCATTTC 

401 GTTAATTTA CJAACAATGCC ATTCCATTTC tl-CTATA TO AotP 
4 01 GTTAATTTA GAACAATCCC ATTCCATTTC CTGTATAATG ACT 



AJP-1 



YY-1 



55* iSSS**? CTCTCCTTAG AATTTCTTGG GAGAGGAACT CAACAGAACA? 

igsss ssssb i= = aSs 

451 TGTTGTAAA CTCTCCTTAG AAT jTTCTTGG GAGAGGAAC T GAACAGAACAT 

ABF1 



50 
50 
50 
50 



100 
100 
100 
100 



150 
150 
150 
150 



200 
200 
200 
200 



2b0 
250 
250 
P50 



300 
300 
300 
300 



350 
350 
350 
350 



400 
400 
400 
400 



450 
450 
450 
450 



500 
500 
500 
500 
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10 



15 



Allel_2 
Allel_3 
Allel 4 



-AllfilJ • 
AJ lel_2 
Ai I©1 j 
A1 leJ a 



au hi i 

Allel 4 



2 0 AlJLel_l 
. Allel_2 
Allel '3 
AT] ell A 



510 520 S30 540 550 

501 TGATTTCCT ATCTGAGAGA ATTCTTAGAA TTTAAATAAA CCTATTtiGTTA 
rSJ" m2^ TTT S C:T AT GTGAGAGA ATTCTTAGAA TTTAAATAAA CGTGTTGGTTA 
?m SiSSS ATGTGAGAGA ATTCTTAGAA TTTAAATAAA CGTGTTGGTTA 
SOI. TGATTTCCT ATGTGAGAGA ATTCTTAGAA TTTAAATAAA CCTGTTGGTTA 

560 570 1 5Q0 ' rqq . 

«25jf AAC ^ C AAAATTA GCATTTTACT AATCAGTAGG TTTAAATAGCT 
**} ^££2?^ ^ACAAAATTA GCATTTTACT AATCAGTAGG TTTAAATAGCT 
S!J AACTPAA^^ '^^^ GCATTTTACT AATCAGTAGG TTTAAATAGCT 
551 AACTGAAAC CACAAAATTA GCATTTTACT AATCAGTAGG TTTAAATAGCT 



610 620 630 

601 TGGAAGCAA AAGTCTGCCA TCACCTTGAT 
601 TGGAAGCAA AAGTCTGCCA TCACCTTGAT 
6tH TGGAAGCAA AAGTCTGCCA TCACCTTGAT 
601 TGGAAGCAA AAGTCTGCCA TCACCTTGAT 



640 650 
CATCAACCCA GCTTGCTGCTT 
.CATCAACCCA GCTTGCTGCTT- 
CATCAACCCA GCT TGCTGCTT 
CATCAACCCA GCTTGCTGCTT 



651 TCTT 
651 TCTT 
651 TCTT 
651 TCTT 



660 



670 



680 



690 



700 



550 
550 
550 
550 



600 
600 
600 
600 



650 
650 
6b0 
650 
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Abbi Idling 3- 



10 . 




12 3 4 



15 



» 



( 



An. 127/pri 



^BO^tT F ^ G3 ^°|?J^ 1M3 ^9=n>WS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 34 von 36) 



r- • 



d iff 12-22 



diff 12-22 



30/30 



diff 23-22 



diff 23-22 



diff 24-22 




diff 24-22 




diff 12-22 



diff 23-22 



-0:001 



Elall 

c 



diff 24-22 




9 families, eafamily 1-8 EJfamiiy 9 □family 2 Sfamily 7 . * EJfamllies 



3 + 7 



Abb± Idling 4 
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